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در  يا ژهيو تياهم يسلول ريو تکث زيتما ميکرد مهم در تنظ عمل
 يهکا آنکالو  انيک از سکرطان دارنکدا از م  يريشگيدرمان و پ
 تمک کام تکککرانس کيک کنوئيرت دياسک ک دها،يک کنوئيرت يعک کيطب
فکاکتور  کيک بکه عنکوان )ARTA: dica cioniter snart-llA( 
هکا و بلکو  و آپوپتکوز سکلول  ز،يتمکا  ر،يتکث ليدر تعد ياتيح
محسکو   نيجنک  نيبه عنوان مورفوژن در روند تکو نيچن هم
اتصکال بکه  قيک اثکرات خکود را از طر  ARTA ]ا2،1شود [ يم
 :rotpecer dica cioniteR( کيک نوئيرت دياسک  يرسکتتورها 
 X cioniteR( کيکنوئيرت دياسک  Xيو رسکتتورها )RAR
 ARTA،ينيبال دگاهي]ا از د3کند [ ياعمال م )RXR :rotpecer
ه کا ب که  تيولوسکيپروم زيتم کا يدر الق کا ييتوان کا لي کب که دل 
هکد   کيک به عنوان  7991بار در سال  نيها، اول تيگرانولوس
 حکک کاد کيکککتيوليپروم يدر درمکککان لوسکککم يکککيدارو
ککار بکرده شکد و  هب )LPA :aimekuel dioleymorp etucA(
مکوثر در  يزيتمکا  ين عامکل القاکننکده يها به عنکوان اولک  بعد
اسکتفاده  يدرمکان  زيتمکا  ي سرطان در حوزه ياديبن يها سلول
 رياز تکث يريو جلوگ زيالقا تمادر  ARTA يي]ا توانا4[ ديگرد
 يهکا نکو  از سکرطان  نيدر چنکد  يسکرطان  ياديبن يها سلول
پوست، پروستات، پستان و گردن  د،يروئيجامد مثل ت يها بافت
]ا مطالعکات محققکان نشکان داده 1است [ دهيرس ثباترحم به ا
و 1G/0G  در فکاز  يسکلول  کليبکا توفکس سک  ARTA است که
 )rotcaf htworg lailehtodne ralucsaV( FGEV انيکاهش ب
را  328-CGB يسکلول  يمعکده رده  يسکرطان  يها سلول ريتکث
 نيو دوم عيسرطان شا ني]ا سرطان معده چهارم5کند [ يمهار م
]ا 6باشد [ يمرتبط با سرطان در جهان م يرهايو م  علت مر
مکواد  ي و توسعه يجراح يها يدر تکنولوژ شرفتيرغم پ يعل
معکده  ي شرفتهيمبتلا به سرطان پ مارانيب اتيح ،يدرمان يميش
]ا 7درصکد دارنکد [  ستيتر از ب پنج ساله کم يبوده و بقا نييپا
 يطک  يککول مول راتييک هکا و ت سکم يدرک بهتر از مکان نيبنابرا
 يبه منظور طراح يسرطان معده از نقطه نظر درمان ييزا يماريب
در  يرسان اميپ ي ندگانهچ يرهايکار بردن مواد موثر بر مس هو ب
 يرهاياز مسک يککياسکتا  تيکسکرطان حکائز اهم يولکوژيب
روند  ياست که در ط hctoN يرسان اميپ ريمهم، مس يرسان اميپ
 ينکدها ياز فرا ياريرا در بسک  ياتيفعال بوده و نقش ح نيتکو
]ا 9دارد [ يسکلول  زيو تمکا  ريشامل آپوپتوز، تکث يدرون سلول
 )4-1hctoN( ناچ رندهيپستانداران، چهار نو  گ يها در سلول
و سکه  2-1deggaJ ي از خانواده گانديشامل دو ل گانديو پنج ل
وجکود  )4LLD ,3LLD ,1LLD( شبه دلتا ي از خانواده گانديل
سکب بکه راه  ،ياختصاص يگاندهايبه ل هاداردا اتصال رستتور
 شکود ککه  يمک  کيک تيپروتئول يها از واکنش يسر کيانداختن 
 esaterces-γ يمکيکمکتلکس آنز قي کب کرش از طر نيآخکر
 ک،يک تيپروتئول يهکا  مجمو  واکنش امديشودا پ يم يگريانجيم
 DCIN  تحکت عنکوان  hctoN يفسمت داخل سلول يرهاساز
 اشود يم توپلاسميبه س )niamoD ralullecartxE hctoN(
 ,1FBC( LSCوارد هسته شکده و بکا اتصکال بکه  DCIN
هد  شامل  يها ژن اني، ب)1-gaL ,sselriaH fo rosserppuS
 yeHو )tilps fo recnahne yriah( 5,3 ,1seH يخکانواده 
  يک ترت ني]ا به ا9،01کند [ يم ميرا فعال و تنظ )detaler-seH(
 ريک تکثو حفک  و  زي، موج  مهار تماhctoN يرسان اميپ ريمس
 کيک ، 1seH]ا ژن 01شکود [  يم توريو پروژن ياديبن يها سلول
 ياست و نقش مهمک  1hctoN نگيگناليس ريمس يژن هد  برا
سکاز  شيپک  يهکا سکلول  ،يعصب ياديبن يها را در حف  سلول
کنکد  يمک  فکا يهکا ا  ها و آپوپتوز آن سرنوشت سلول نييروده، تع
در  تتورهارسک  نيتر از مهم يکي زين 1hctoN ]ا رستتور01،11[
 نيک از ا يشکواهد حکاک  ياستا برخک  hctoN يرسان اميپ ريمس
 انيک انسکان ب  ي در موکوس معده 1seHو  3-1hctoNاست که 
بکه همکراه  1hctoN]ا در دسکتگاه گکوارش، 7،01شکوند [  يم
 يها ، در کنترل تعداد و سرنوشت سلول1seHژن  انيب شيافزا
داده  نشکان  ريک مطالعکات اخ  نيچنک  روده نقش داردا هم ياديبن
را در  ينقش مهمک  شيگاندهايو ل hctoN ياست که رستتورها
بکا  1hctoN نگيگناليسک  ريکنندا مسک  يم فايها ا سرطان يبرخ
]ا 01،21تاز سکرطان معکده ارتبکاا دارد [ رشد، تهاجم و متاس
 ييزاو ر  يسرطان يها سلول ريبا تکث 1seHو  1hctoN انيب
اثبکات  يا که محققان در مطالعه يسرطان مرتبط است، به طور
 ياديک بن يهکا در سکلول  1seHو  1hctoN يها ژن انيکردند، ب
 انيک بالاسکت و ب  اري) بسsCSC ;sllec mets recnaC( سرطان
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 تکر  شينسبت به بافت نرمال ب يسرطان يها در سلول 1hctoN
مبتلا به سرطان معده  مارانيب يبقا زانيبودن م نيي]ا پا7است [
نسبت بکه  1-deggaJ گانديو ل 1-hctoNرستتور  يبالا انيبا ب
دهد که  ينشان م گانديرستتور و ل نيا انياز نظر ب يمنف مارانيب
بکارز  يبکه عنکوان مارکرهکا 1-deggaJو  1-hctoNاحتمکالا  
توانند به عنکوان  يدر سرطان معده محسو  شده و م يصيتشخ
نو  سرطان به کار  نيمنحصر به فرد در درمان ا ياهدا  درمان
ار بکه منظکور مهک  يمتعکدد  يدرمکان  يها وهي]ا لذا ش31[ درون
 ي سرطان در حوزه شرفتياز پ يريو جلوگ hctoN يرسان اميپ
 يکار رفته استا کاربرد داروهکا  همختلس ب يها درمان سرطان
 ،يدرمکان  يميشک  يگاما سککرتاز بکه عنکوان دارو  ي مهارکننده
 يرسکان  اميک پ ريمس تيمهار فعال يدرمان برا وهيش نيتر متداول
بوده استا اما به خکاطر عکوار  ري، در چند سال اخhctoN
از  يگکر يد يهکا  مشاهده شده، روش ييو مقاومت دارو يجانب
جهکت مهکار  يدرمکان  زيموثر در تما باتيجمله استفاده از ترک
اسکت  يشواهد حاک ي]ا برخ41اند [ شده شنهاديپ hctoN ريمس
ککاهش  LPAرا در  1deggaJ انيک ، بARTAاز آن است ککه 
در رونکد  ARTA يکننکدگ به اثر مهکار ]ا با توجه 51دهد [ يم
 ژهيک بکه و  يسرطان يها مختلس سلول يها در رده يسلول ريتکث
در  hctoN يرسکان  اميک پ ريمسک  گانکد يل انيک اثر آن بر کاهش ب
بکر  دياسک  کيک نوئياثر رت يحاضر به بررس ي ، در مطالعهLPA
آپوپتکوز و  لقکا و ا يچرخه سکلول  راتييروند ت  ،يسلول اتيح
 يهکا در سکلول  1hcton ,1seh يها ژن انيب راتييت  نيچن هم
 اپرداخته شده است 54-NKM يمعده رده سلول يسرطان
 
 ها‌مواد و روش
 ش،يمراحل آزما ي هيکل  .
 شکگاه يو آزما ياديبن يها و سلول يشناس نيجن شگاهيدر آزما
دانشکگاه  يوافع در دانشکده پزشک يو مولکول يسلول يولوژيب
 ي از رده يبررسک  نيک صورت گرفتا در ا لياردب يعلوم پزشک
 يلولس ي رده نياستفاده شدا ا 54-NKM سرطان معده يسلول
منجمکد  اليک به صکورت و  رانيپاستور ا تويانست ياز بانک سلول
 يو پکس از وو ، در فلاسکک حکاو  ديک گرد دارييک شده خر
 بکککا مقکککدار گلکککوکز بکککالا  MEMD  کشکککت طيمحککک
 ;SBF( %01 يگککاو ني، سککرم جنکک)61100821:ocbiG(
 ;perts/neP( درصکد کيک کيکوتيب ي، آنتک)07201:ocbiG
در  )830-05053:ocbiG( سو گلوتامک )221-04151:ocbiG
و فشکار  73 ˚C يآلمان در دمکا  tremmeM انکوباتور شرکت
 او کشت شدند ي% نگهدار5کربن  دياکس يد
اثکر  يبررسک  جهکت  TTM
 يهکا سکلول  يبقا زانيتمام ترانس بر م کينوئيرت دياس تيسم
-5,4(-3( TTM کيک از تکن 54-NKM يسکرطان معکده رده 
 muilozartetlynehpid-5,2-)ly-2-lozaihtlhtemid
روش  کيک TTM اسکتفاده شکده اسکتا سکنجش  )edimorb
  TTMوميک نمک زرد رنگ تترازول ليتبد هيو بر پا يسنج رنگ
 ناتيسوکسک  ميفورامازان بنفش رنگ توسکط آنکز  صولبه مح
فقکط توسکط  ليتبکد  نيک باشدا ا يم ييايتوکندريم دروژنازيده
شده بکا  ديفورامازان تول زانيشود و م يزنده انجام م يها سلول
داردا بکه طکور خلاصکه،  ميزنده رابطه مسکتق  يها سلول زانيم
 تيک خانه پل 69سلول درون هر چاهک ظرو  کشت  5× 201
هکا بکا سکلول  ون،يساعت از انکوباس 42پس از گذشت ا دشدن
 کيککک کنوئيرت ديمختلککککس از اسککک ک يهککک کا غلظککککت
) کرومولاريم 52و  02 ،51 ،01 ،5 ،2/5( )5262R :amgiS(
 ک،يک نوئيرت ديساعت بعکد از مواجهکه بکا اسک  94شدندا  ماريت
در روز پکنجم  ت،يکصکورت گرفکتا در نها طيمحک ضيتعکو
 محلول 02Lμ  همراه با تکش طياز مح 091L μ ون،يانکوباس
شکده  هيک ته 5 lm/gmکه با غلظت  )8212M :amgiS( TTM
ساعت در انکوباتور  4بود، به هر چاهک اضافه شد و به مدت 
 يکي رو عيمکا  ون،يشدا پس از اتمکام زمکان انکوباسک  ينگهدار
 لي کمت يد ي کننکده حکلال متوفکس 002 Lμبرداشکته شکد و
درون هکر  هبک  )34036014K :kcreM ;OSMD( ديسولفوکسا
 075mn  در طول مکو   TTMا سنجشديچاهک اضافه گرد
انجکام شکد  )keToiB ,TH ygrenyS( يبه روش استکترومتر
 ]ا61،71[
لازم در  اطلاعکات 
هکا در مراحکل  سلول عيتوان از توز يها را م سلول ريمورد تکث
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 يسکلول  يها تيدست آوردا در جمع هب يسلول ي مختلس چرخه
ها  از سلول يهستند، کسر بزرگ ميکه به طور فعال در حال تقس
از  يتکيککه جمع يهسکتندا در حکال  S )sisehtnyS(در فکاز
 يکنند، درصد فابل توجه يمن ديفعال تزاصورت  هها که ب سلول
 تيک هسکتندا جمع  )0paG/1paG( 0G/1G هکا در فکاز از سکلول 
فطعه فطعه هستند که در  AND يدارا زيدچار آپوپتوز ن يسلول
 يکمک  ي]ا بکه منظکور بررسک 91[ رنکد يگ يفرار م 1G-buS فاز
در گکروه  يسکلول  يچرخکه  عيک ها و توز سلول AND يمحتوا
 يتومتريفلوسک  زيگکروه شکاهد از آنکال  يسلول تيو جمع ماريت
 با غلظت ماريسلول تحت ت 1× 601منظور،  نياستفاده شدا بد
شدن مدت زمان  يستر فرار گرفتا پس از ARTA از 01Mµ
بکا  قکه يو جدا شدند و به مکدت ده دف  نهيتسيها تر سلول مار،يت
شکدندا سکتس  فوژيسکانتر  )mpr( قهيدور در دف 0091سرعت 
شستشکو و  -SBP )enilas reffub etahpsohP( هکا بکا سکلول 
از  4  lm،يسلول ونيکساسيشدندا به منظور ف فوژيمجدد سانتر
 4 C °يو در دما ديها اضافه گرد به سلول ي% به آرام07اتانول
 کسيفک  يهکا شدندا ستس سکلول  يساعت نگهدار 4به مدت 
 قکه يدر دف 0003و با دور  قهيدف 5به مدت  4˚C يشده در دما
 بکا  گريشدند و بار د )ynamreG ,K03-3 amgiS( فوژيسانتر
SBP
-
ها بکا  آخر هسته سلول ي شستشو داده شدندا در مرحله 
-6-elodni- H1-)lynehponidima-4(-2(IPAD  محلککول
 001-X notirT ,lm/gµ 01 )7148D:amgiSenidimaxobrac
 ييها لتريشدند و پس از عبور از ف يزيآم رنگ )SBP ni %1.0
منتقکل  يتومتريمخصوص فلوسک  يها ، به لوله03 mµ با منافذ
 ,ecaps wolFyC cetraP( تومتريفلوس کيشدندا با استفاده از 
هکا در سکلول  عيک ها انجام شکدا توز  سلول يبررس )ynamreG
 cetraP افکزار نکرم  ي لهيبه وسک  يمختلس چرخه سلول يهافاز
 ]ا91شد [ زيآنال xaMwolF
 کاستازها
در  يپروتئازهکا هسکتند و نقکش اساسک  نيستئيس ي از خانواده
-esapsaC تيک کننکدا ک  يمک  فايپستانداران ا يها آپوپتوز سلول
 يروش بککرا کيکک )0908G :agemorP( tik 7/3 olG
 يسکنج  سيک ط يبر مبنا 7و  3 يکاستازها تيفعال يريگ اندازه
 يهکا سکلول  يکننکده  زيک بکافر ل  يباشد و حکاو  يم نسانسيلوم
فلوئورسکنت  يسوبسکترا  کيک کشکت و  طيپستانداران در شرا
 نسککانس،ينشککر لوم زانيککاسککتا م دياسکک کيآسککتارت يبککرا
گکروه  يها در سلول 7 و 3کاستاز  تيفعال زانيم ي دهنده نشان
سکنجش،  ي]ا بکه منظکور اجکرا 71است [ ماريکنترل و گروه ت
در هکر چاهکک از ظکرو   يسرطان يها سلول 5×401تعداد 
سکاعت،  42ده شکدا پکس از گذشکت فکرار دا  نکه خا 6کشت 
و  ماريتمام ترانس ت دياس کينوئيرت 01 Mµ ها با غلظت سلول
شکدندا بعکد از  يسکاعت در انکوبکاتور نگهکدار  94به مکدت 
و بکه  يآورجمکع  و يک کروتيم کيک ها در  سلول ون،يانکوباس
ا بکه ديک گرد فوژيسکانتر  0002 mpr با سرعت قهيدف 01مدت 
 -SBP بکا  يپلاک سکلول  گريبار د نيتسيترمنظور حذ  کامل 
و کنتکرل  مکار يهکا در گکروه ت تعکداد سکلول شستشو داده شدا 
از  05 lµ حجکم  سکلول در  1×401ا به تعکداد ديشمارش گرد
به داخل چاهکک  تياز مخلوا ک 05 lµ کشت به همراه طيمح
 کيک ا پس از گذشت ديمنتقل گرد نسانسيمخصوص لوم تيپل
 )keToiB ,TH ygrenyS( خوان تيبا دستگاه پل تيساعت، پل
 noissimE 075mn  و  noitaticxE094 mn  در طول مکو 
ساعته بکه مکدت  کي يکار در فواصل زمان نيا اديفرائت گرد
 اسه ساعت تکرار شد
  1hcton  1seh 
بککه صککورت  ونيزاسککيمريپل يا رهيککزنج واکککنشRCP-TR
-noitpircsnart esreveRمعککککوس ( يبکککردار نسکککخه
از  يکک کي) RCP-TR :noitcaer niahc noitaziremylop
ها  آن ANR يها از رو ژن انيب نييتع يها کيتکن نيتر حساس
 يهکا  ژن انيک ب کيک تکن نيبا استفاده از ا ،يبررس نياستا در ا
فکرار  يابيک مکورد ارز  يسرطان يها در سلول 1hctonو  1seh
ککل  ANR مورد نظر، ابتکدا  يها ژن انيب يبررس يگرفتندا برا
و طبق  )620-69551 :negortivnI( LOZIRT سلول به کمک
استخرا   ANRدستورالعمل شرکت سازنده استخرا  و غلظت 
شکدا  نيکي ) تعcifitneics omrehT( شده با دستگاه نکانودرا 
 ييتکا  04وارد واکنش ANDc نتزس يبرا ANR از 2gµمقدار 
شککرکت فرمنتککاز  تيککبککا اسککتفاده از ک ANDcشککدا سککنتز 
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 sisehtnyS ANDc dnartS tsriF MTdiAesreveR(
و طبق دستورالعمل آن انجام گرفتا در ) 2261K :satnemreF
 مکراز يپل يا رهيک واکنش زنج يحاصل برا ANDاز  05gnادامه 
 کيک  يحکاو  مکراز يپل يا رهيک ) استفاده شدا واکنش زنجRCP(
و  شکرو يپ يمرهاياز هر کدام از پرا 1Lµ مراز،يپل ANDواحد 
از  0/57Lµ ،xim PTNdاز  0/5Lµ  ،يپسککرو اختصاصکک
 42Lµ و در حجکم  01 reffub RCP X از 2/5Lµ،  2lcgM
از شکرکت  RCPانجام گرفتا همه موارد مربکوا بکه واککنش 
 هبکا اسکتفاده از دسکتگا  RCPشدندا واکنش  يداريخر ناژنيس
انجکام شکدا بعکد از  001T مکدل DARoiB کلريترمکال سکا
 ريک ، تکث49˚C يدر دمکا  قکه يدف 5به مکدت  هياول ونيدناتوراس
 هيثان 54مشتمل بر  کليانجام گرفت که هر س کليس 03 يبرا
مربکوا  يدر دما هيثان 54 ون،يدناتوراس يبرا 49˚C يدر دما
و  ترشجهت فاز گس 27˚C يدر دما هيثان 54به فاز اتصال و 
 قکه يدف01به مدت  27˚C يدر دما ييمرحله گسترش نها کي
 01lm/gn يمحتکو  %1/2 ژل آگار يبودا محصول واکنش رو
ا بکه ديالکتروفورز گرد (EBT0/5 xدر بافر ( د،يبروما وميديات
مربوا به هکر گکروه بکا  RCPاز محصول  9 Lµکه  يترت نيا
 ژلمخلوا گشته و به چاهکک  eyd gnidaoL تريکروليم کي
 ANDبه نشکانگر انکدازه  زيچاهک ن کيا ديآگارز منتقل گرد
وصل شکد و  تهيسيالکتر انياختصاص داده شدا دستگاه به جر
ا ديک گرد ميتنظک  قهيدف 02ولت به مدت  001 يولتاژ آن بر رو
 به دست آمده، در دسکتگاه  ياز باندها يبردار عکس تيدر نها
 تصکورت گرفک  VUو بکه کمکک نکور  )hcetivU( coD leG
مورد اسکتفاده، انکدازه  يمرهايپرا ستيل ک؛ي]ا در جدول 02[
 يابيدست يها شماره نيچن اتصال و هم ي، دماهاRCPمحصول 
نسکخه  J egamI) آورده شده استا از برنامه oN noisseccA(
 RCP يهاکردن باند يجهت کم ،يتومتريو پروتوکل دانس 1/5
 يژن خانگ بههد  نسبت  يها ژن يهااستفاده شدا شدت باند
ا ستس نمودار مربوا به ميزان دي) نرمال گردgnipeekesuoH(
افکزار اطلاعات بکه دسکت آمکده از نکر م از  بيان ژن با استفاده
 ارسم شد J egamI
 اريک مع يخطکا  ± نيانگيک به صورت م جينتا
دار در نظر  يمعن 0/50تر از  کم يو ارزش احتمال انيب نيانگيم
 TTM شيحاصکل از آزمکا  جينتکا  يگرفته شدا جهت بررسک 
 يلک يطرفکه و تسکت تکم  کي انسيوار زياز آزمون آنال yassa
بکا  هکا  شيآزمکا  گکر يمربوا بکه د  جيبهره گرفته شدا نتا يتوک
افکزار توسکط نکرم  tset-t s’tnedutS يآمکار  زياستفاده از آنکال 
 اانجام شد 12نسخه  SSPS يآمار
 
 اRCPط يو شرا يابيدست ي، شماره هايريمرها و اندازه فطعات تکثيپرا يتوال ا1جدول 
 eneG )´3 drawot´5( ecneuqeS remirP )pb( eziS )Cº(erutarepmeT gnilaennA .oN noisseccA
 575 45 5.640200_MN
 CGAGGACCTTCTACCACTAC :F
 GTTCTTCCACCACTTCGTCC:R
 hdpag
 3.716710_MN
 
 172 36
 TCCGTCTTCGTCTCCATCCGC  :F
 GATGGTGCTGGGGTGGACGG  :R
 1hcton
 462 25 3.425500_MN
 GAAACCAAATAGGCCACAGC  :F
 CACACGACCCCTTCATGGC  :R
 1seh
 
 نتايج
ARTA
 يسرطان يها سلول اتيح زانيم54-NKM
 زانيک تست م نيشدا ا يريگ اندازه TTM) به روش ytilibaiV(
دهدا شدت جکذ  نکور  يها را نشان م سلول يکيمتابول تيفعال
 0/457±0/510بر حسک  نکانومتر در گکروه کنتکرل معکادل 
 Mµيهکا  شده با غلظت ماريدر گروه ت DO زانينانومتر بودا م
نسبت بکه گکروه کنتکرل  ARTA 2/5، 5، 01، 51، 02 و 52
در غلظکت  ينکور  تهيدانسک  نيتر کم که يکاهش داشت به طور
 سکه ينانومتر فرائت شدا مقا 0/064±0/510و معادل  01Mµ
جکذ  گکروه  نيانگيک شده با م ماريت يها جذ  گروه نيانگيم
هکا بکود  آن نيدار بک معنکا  يدهنکده اخکتلا  آمکار  کنترل نشان
 يهکا سکلول  اتيک زان حيک )ا با توجه به ککاهش م <P0/100(
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 يو خط کرومولاريم 01تا  2/5از غلظت  54-NKM يسرطان
تا  01از غلظت  يسرطان يها سلول اتينمودار ح يبيشدن تقر
 دوز کرومکککککککککککککککککککککککککککککککککککولار،يم 52
ادامکه  يبه عنوان غلظت مکورد نظکر بکرا  ARTAاز  01Mµ 
 )ا1شکل مد نظر فرار گرفت ( شاتيآزما
بر  ARTAاز   2/5، 5، 01، 51، 02و52 Mµ ير غلظت هايتاث ا1شکل 
 يتفاوت آمار  * اTTMبه روش  54-NKM يات سلول هايزان حيم
 يمعن يتفاوت آمار $ا سه با گروه کنترلي) در مقا 100.0<Pدار ( يمعن
 سه با غلظت فبل از خودي) در مقا 50.0<Pدار (
 
 olG-esapsaC
آپوپتکوز در رده  يدر القا ARTAاز  01Mµغلظت  اثر
مورد  olG-esapsaC 3/7 تيبا استفاده از ک 54-NKM يسلول
 يهکا  ميآنکز  تيفعال تيک نيفرار گرفتا با استفاده از ا يابيارز
در روند آپوپتکوز در  يديبه عنوان دو کاستاز کل 7و  3کاستاز 
در  سکانس ينيجکذ  لوم  نيانگيشدا م يغلظت وکر شده بررس
 ARTAبکا  مکار يو در گکروه ت  7042±97 گروه کنترل معادل
 نيانگيک م سهيا مقادينانومتر ثبت گرد 6354/554±192/561
جکذ  گکروه کنتکرل،  نيانگيک شده با م ماريت يها جذ  گروه
دو گکروه بکود  نيک ا نيمعنکادار بک  يدهنده اختلا  آمکار  نشان
 قي کاز طر ARTA کي کآپوپتوت ريت کاث انگري ک) و ب<P0/100(
 )ا2 شکلباشد ( يم 7و  3کاستاز  يها ميآنز تيفعال شيافزا
از  01 Mµاثکر
بکا  54-NKM يدر رده سکلول  يبر روند چرخه سلول ARTA
فکرار گرفکتا  يابيک مورد ارز يتومتريفلوس کياستفاده از تکن
 کينوئيرت ديبا اس ماريت روينشان داد که پ يتومتريفلوسا جينتا
درصد در گکروه  43/97±2/29از  1Gدر فاز  يجمعت سلول
 نيک ککرد ککه ا  دايک پ شيدرصد افکزا  54/65±1/92کنترل به 
 عيک )ا توز<P0/100دار بکود (  يمعنک  يتفاوت به لحکا  آمکار 
و  مکار يت يها گروه نيب يچرخه سلول S در فاز يجمعت سلول
 M/2Gدر مرحلککه  کنيبککودا لکک  کسککاني بککا يکنتککرل تقر
درصکد گکروه کنتکرل بکه  93/1±0/11از  )sisotiM/2paG(
 راتييک ت  نيا اافتيکاهش  ARTAدر گروه   62/19±1/19
بکا  مکار يبه دنبال ت 1Gها در فاز  سلول تر شيانباشت ب نگرنشا
در فکاز  يسکلول  تيک است که بکه خکر  ککاهش جمع  ARTA
 ا)3شکل است ( رفتهيصورت پذ M/2G
 ا 7و  3 يت کاستاز هايفعال زانيم ي: بررس2ريتصو
 سه با گروه کنترل ي) در مقا100.0<Pدار ( يمعن ي*  وجود تفاوت آمار
 
hctoN
 رياز مسک  1sehو  1hcton يهکا  ژن انيک بRCP-TR
و بکا  يبکه روش دسکت  ANRشکدا  يبررسک  hctoNرسان  اميپ
آن بکا اسکتفاده از دار اسکتخرا  شکد و مقک  زولياستفاده از ترا
از سمت چپ،   يبه ترت 4A ريا در تصوديگرد نعيينانودرا  ت
اسکتخرا  شکده را نشکان  ANRالکتروفورز  ريستون اول تصو
 يها در آن مشهود استا ستون S 92و  91 ددهد که دو بان يم
را در گکروه  1hctonو  1seh، hdpagمربوا به  يهاباند يبعد
از  Bفسکمت  )ا4A ريصکو دهکد (ت  ينشان مک  ARTAکنترل و 
را نسبت بکه  1hctonو  1seh يها ژن يکم مهين انيب 4 ريتصو
 نيانگيک از آن اسکت ککه م  يحکاک  جيدهدا نتا ينشان م hdpag
تر  کم ARTAبا  ماريدر گروه ت 1hctonو  1sehژن  انيب ينسب
 ا)4B ري) (تصو<P0/50از گروه کنترل است (
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 C
 A
 B
 يها سلول فلوسايتومتري در و margotsih noitalupoPا 3شکل 
رات يي  روند ت يبه ترت Bو  Aفسمت ا 54-NKM رده معده يسرطان
را نشان داده  ARTAمار با يکنترل و ت يرا در گروه ها يچرخه سلول
ک اول مربوا به ي  پيستوگرام از چپ به راست به ترتيا در هر هاست
ان را نش يچرخه سلول M/2Gک آخر مرحله يو پ S، دوم 1Gمرحله
در  ين به صورت نمودار ستونيشيپ يستوگرام هايه يج کمينتا دهدا يم
 معنادار  ي* وجود تفاوت آمار نشان داده شده استا Cفسمت 
 .سه با گروه کنترليدر مقا)50.0<P(
  از سمت چپ به راست يبه ترت Aفسمت در  : RCP-TRج ينتا ا4شکل 
ژل  يرو 1hctonو  1seh، hdpag يان ژنهايو ب ANRالکتروفورز 
نشان داده شده  )AR(ک ينوئيد رتيو اس )noC(کنترل  يدر گروه اآگاروز 
را  1hctonو  1seh يژن ها يمه کميان نيب 4ر ياز تصو Bفسمت  استا
) شرکت pb 001( ينشانگر مولکول daL دهدا ينشان م hdpagنسبت به 
 معکوسا يردارم نسخه بيفافد آنز يکنترل منف -TR وsitnaviV
 اسه با گروه کنترليدر مقا)50.0<P( معنادار  ي* وجود تفاوت آمار 
 
 گيري‌بحث و نتيجه
در جهکان اسکتا  عيشکا  يها از سرطان يکيسرطان معده 
از  يريدر جلکوگ  ديک جد يدرمان يکارها راه ي توسعه رغم يعل
 ريک مکر و م  زانيک چنکان م سرطان و کنترل آن، هکم  شرفتيپ
 يرسکان  اميک پ ريباشدا مسک  يمبتلا به سرطان معده بالا م مارانيب
اسکت؛ بکه  تيک سکرطان معکده حکائز اهم  شرفتيدر پ hctoN
معکده  يسرطان يها در سلول 1-hctoNرستتور  انيب که يطور
 قکات يتحق ن،يچن ]ا هم31باشد [ ينسبت به بافت نرمال بالاتر م
 يرسان اميپ ريدر مس يکيژنت راتيياند که ت  نشان داده يتر شيب
شکود و  يتکر مک  شرفتهيباعث انتقال سرطان به مراحل پ hctoN
 ميترم يها سرکوبگر تومور و ژن يها ها، ژن جهش در انکوژن
بکه  hctoN يرسان اميپ ري]ا مس01کند [ يرا القا م يسلول کليس
 دهکدا  يپاسخ مک  ريمس نيا ياختصاص يها کننده مهار يداروها
 نيتاميفعال و يها تياز متابول يکي يکيولوژياز نظر ب ARTA
 يهکا در سکلول  يسکلول  زيو تما ريباشد که در روند تکث يم A
 زيدر القکات تمکا ARTAسکرطان نقکش داردا اثکرات  ياديکبن
حاد  کيولتيپروم يلوسم ژهيمختلس و به و يسرطان يها سلول
اساس شکواهد بکه دسکت آمکده،  ) مطالعه شده استا برLPA(
شودا  يم LPA ماراني% از ب59باعث بهبود  ARTAاستفاده از 
 دياسک  يريک و اثکرات ضکد تکث  زيالقکات تمکا  قيک امر از طر نيا
]ا علاوه بر 12شود [ يهمراه با القات آپوپتوز فراهم م کينوئيرت
باعکث  ARTAنشان داده اسکت ککه  زين يوانيمطالعات ح ن،يا
 تيمهار رشد تومور و گسترش سرطان پروستات شده و در نها
 ARTA ي]ا نقش مهارکنندگ22شود [ يباعث سرکو  تومور م
 يسکرطان  يها مختلس سلول يها در رده يسلول ريدر روند تکث
به اثبات  ,)1097-CGS ,328CGB ,54-NKM ,3-08CGM(معده 
 ARTAو همکارانش نشان داد که  uiLاستا مطالعات  دهيرس
مکانع از رشکد  αRAR رنکده يسکط  گ  يشيافزا ميتنظ لهيوس هب
 A
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حاصل از مطالعه  جي]ا نتا32شود [ يمعده م يسرطان يها سلول
 نيشک يمقکالات پ  يهکا  افتهيدر امتدا  زين TTMحاضر با روش
معکده  يسکرطان  يها بقات سلول هشاست و مشاهده شد که کا
مقککدار  نيتککر شياز بکک 01Mμ، در غلظککت 54-NKM ي رده
در  hctoNو  کيک نوئيرت ديرسان اسک  اميپ ريبرخوردار بودا مس
 زيو تمکا  ريک در ارتباا بوده و در تکث گريد کيبا  ينيدوره جن
نرمکال  يها در بافت که يدارندا به طور يينقش به سزا يسلول
 يسکلول  يها دودمان زيتما ميتنظ ينيمرحله جن يدر ط hctoN
]ا 42را بکر عهکده دارد [  زيتمکا  ليبکال  تعکد  يهکا  و در سلول
 يسکلول  يچرخکه  ي مهارکننده کيتواند به عنوان  يم ARTA
محققان نشان داده اسکت  يها يکه بررس يبه طور د،يعمل نما
 ينومايکارسک  يهکا و سکلول  ديلوئيم يها در سلول ARTAکه 
 متوفس ککرده اسکت  1G/0Gرا در فاز  يلسلو کليتخمدان، س
بکه  ARTAنشان داده شده اسکت ککه  يگري]ا در مطالعه د5[
-GCB يمعکده رده  يسرطان يها بسته به دوز سلولصورت وا
مطالعات،  نيا دي]ا در تائ5متوفس کرد [ 1G/0Gرا در فاز  328
، 01Mμتوانسکته در غلظکت  ARTAنشان داد که  زيما ن جينتا
از  1Gدر مرحلکه  يسکرطان  يهکا دار سکلول  يباعث تجمع معن
 01Mμمطالعه اثر غلظت  نيدر ا نيچن شودا هم يچرخه سلول
 ي معده رده يسرطان يها در القات آپوپتوز در سلول ARTAاز 
 يابيمورد ارز 3/7olG-esapsaC تيبا استفاده از ک 54-NKM
 3کاستاز  يها ميآنز تيفعال تيک نيفرار گرفتا با استفاده از ا
در رونکد آپوپتکوز در غلظکت  يديبه عنوان دو کاستاز کل 7و 
 مکار يکاستاز در گکروه ت  تيفعال زانيشد که م يوکر شده بررس
بر القکات  ARTAاثر  انگريدو برابر گروه کنترل بود؛ که ب با يتقر
معده استا محققکان  يسرطان يها سلول ريآپوپتوز و مهار تکث
 ياديک بن يهکا سکلول  در 1sehو  1hcton انيک نشان دادند که ب
توانکد تعکداد  يمک  1hctonسرطان بالاست و هد  فکرار دادن 
و همککارانش در  gniyM]ا مطالعات 7[ را کاهش دهد sCSC
 ياديک بن يهکا سکلول  ميدر تنظک  کيک نوئيرت دياسک  ريمورد تکاث 
 hctoN يرسکان  اميک پ رينشان داده اسکت ککه مسک  وبلاستوميگل
 يکاهش ميباشد و تنظ يم ARدهنده به  پاسخ ريمس نيتر برجسته
و  SEHخانواده  ياعضا يکاهش ميبر اساس تنظ hctoN ريمس
 1hcton يها ژن انيب زانيمنظور م نيشودا به ا يانجام م YEH
بکا  مکار يدر گکروه ت  RCP-TR کيک با اسکتفاده از تکن  1sehو 
ژن  انيک ککاهش ب  نيفرار گرفت ککه مبک  يمورد بررس ARTA
 يسکرطان  يها در سلول رلنسبت به گروه کنت 1sehو  1hcton
و  gniyM يهکا افتکهيدر امتکداد  نيبکود و بنکابرا زيکمعکده ن
اثر  يو همکارانش در بررس ataruM]ا 52همکارانشان است [
 دنديرسک  جهينت نيبه ا CEو  9F يها بر سلول ARTA يزيتما
 دياس کينوئيمواجهه با رت رويپ 9F يها در سلول 1seh انيکه ب
 زي]ا در مطالعه ما ن62است [ افتهي شکاه يبه طور فابل توجه
ککاهش  کيک نوئيبا رت ماريت رويپ 1sehو  1hcton يها ژن انيب
اسک کتفاده از  گک کر،يرا نشک کان دادا از طک کر  د يدار يمعنک ک
-5,3(-N[-N( TPADگامکا سککرتاز مثکل  ميآنز يها کننده مهار
 lytub-t enicylglynehp-S-]lynala-L-)lytecanehporoulfiD
در  LLA-T يسکرطان  يهکا  سلول ي چرخه فس) سب  توretse
]ا 72را کاهش داد [ sehو  hcton يها ژن انيشده و ب 1Gفاز 
 نيچنک  گکر يمطالعکه حاضکر و مقکالات مشکابه د  يها افتهياز 
متعکار   ريعلاوه بر مسک  ARTAشود که احتمالا   ياستنباا م
 يرسکان  اميپ ريدر مس يراتييت  جاديا قيخود، از طر يرسان اميپ
 يزيو تمکا  کيآپوپتوت ،يريتواند اثرات ضد تکث يم زين hctoN
مهکم، مسکتلزم انجکام  نيک ا ديک خود را اعمکال کنکدا البتکه تائ 
و  يسکرطان  يها مختلس سلول يها تر در رده قيدف يها يبررس
 استا يرسان داخل سلول اميپ يرهايمس يکيژنت يها يدستکار
 تياثکر سکم  ARTAکه  ديمطالعه حاضر مشخص گرد در
آپوپتکوز  يو القا يسلول اتيح زانيکاهش م قيخود را از طر
 يهکا  يبکا بررسک  نيچنک  ا همدينما ياعمال م 54-NKMدر رده 
خکود را از  کيک ماده اثکرات آپوپتوت  نيمعلوم شد که ا يديتائ
و  1hctonژن  انيو کاهش ب 7،3کاستاز  تيفعال شيافزا قيطر
مختلکس چرخکه  يهکا در فازهکا درصد سکلول  رييت  نيچن هم
از اثکرات  يديک مطالعکه درک جد  نيک ا ادينما ياعمال م يسلول
معده فراهم  يسرطان يها ولسل يماده بر رو نيا کيتوتوکسيس
هکا شکود ککه ايکن يافتکه  يآورده استا در آخر خاطر نشان م
 زباشد و نيکا  يمعده م يسرطان يها محدود به يک رده از سلول
 اتر ضرورت دارد بيش يها يبه بررس
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Introduction: Gastric cancer is one of the most common and lethal malignancies in the world. All-trans 
retinoic acid (ATRA) has been widely used to treat cancers, most notably for the acute promyelocytic 
leukemia (APL) - as a differentiation inducer. Notch signaling plays important roles in cell proliferation and 
apoptosis. Aberrant activation of notch signaling pathway has been stated in different malignancies 
including gastric cancer. The aim of this study was to assess the possible effects of ATRA on cellular 
viability, cell cycle shift and apoptosis induction of gastric MKN-45 cell line. Moreover, alterations of 
notch1 and hes1 gene expression profiles after ATRA treatment have been considered.  
Materials and Methods: Human gastric carcinoma cells (MKN-45) were treated with increasing 
concentrations of ATRA (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 µM). The viability of cells was determined with 3-(4, 5-
dimethlthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Caspase-Glo 3/7 assay kit was applied 
to measure the apoptosis. Flow-cytometry was employed to distinguish cells in different phases of cell 
cycle. Expression profiles for the notch1 and hes1 genes were evaluated by reverse transcriptase PCR (RT-
PCR).  
Results: MTT assay showed that ATRA could diminish MKN-45 cell line viability rate; the most 
effective dose was 10 µM. Concentrations higher than 10 µM of ATRA had no significant effect on 
reducing cancerous cell viability. Furthermore, ATRA treatment significantly amplified 
caspase3/7activation. Flow-cytometry analyses showed significant accumulation of cells in G1 phase of cell 
cycle in ATRA treated group in compare to control. Following treatment with ATRA, showed a significant 
reduction in notch1and hes1 genes profile expression.  
Conclusion: According to our findings, ATRA could exert its cytotoxic effects on gastric cancer MKN-
45 cell line through reducing cellular viability and inducing apoptosis. Remaining at G1 phase of cell cycle 
and reducing notch1 and hes1 gene expressions suggest the antiproliferative activity of ATRA. 
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